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Abstract
Introduction: Isoniazid (INH) is a drug widely used in the treatment of tuberculosis. INH is metabolized to acetylisoniazid by
N-acetyltransferase (NAT) in the liver. The rate of INH acetylation is genetically determined. NAT isozymes are encoded at
2 loci; one encodes NAT1, formerly known as the monomorphic form of the enzyme, while the other encodes the polymor-
phic NAT2, which is responsible for individual differences in the ability to acetylate certain compounds. The objective of the
present study was to apply the genotyping of the fast and slow acetylators for personalized therapeutic dose.
Material and methods: Plasma concentrations of INH were determined with biological method in the authors modification.
This method warrants high accuracy and secured repeatable results. Genomic DNA was isolated from the blood samples.
DNA extracted by Blood DNA Kit and amplified by PCR by Spurr [1] with two primers. PCR product was cut separately with
4 different restriction enzymes: Dde1, Kpn1, Tag1, and BamH1.
Results: Four different NAT 2 alleles were detected in the study population. The presence of any 2 mutant alleles defines the
slow-acetylator genotype, whereas rapid acetylators have 1 or 2 wild-type NAT2*4 alleles.
Conclusion: On the basis of our results we suggest the using of NAT 2 genotyping for discrimination of the fast and slow
acetylators in monitoring of tuberculosis therapy.
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Streszczenie
Wstęp: Izoniazyd (INH) jest lekiem powszechnie stosowanym w leczeniu gruźlicy, metabolizowanym w wątrobie do acetylo-
izoniazydu przez enzym N-acetylotransferazę (NAT). Szybkość acetylacji leku jest cechą zdeterminowaną genetycznie.
Enzym jest kodowany przez dwa geny: NAT1 i NAT2, który jest odpowiedzialny za występowanie różnic w szybkości
acetylacji różnych związków. W przedstawionej pracy badano zastosowanie metody genotypowania w określaniu typu
acetylacji (szybki, wolny acetylator).
Materiał i metody: Stężenie izoniazydu w surowicy określano metodą biologiczną, gwarantującą wysoką dokładność
i powtarzalność wyników. Genomowe DNA izolowano przy użyciu kitu firmy Qiagen, a następnie poddawano reakcji amplifi-
kacji według Spurr [1]. Produkty PCR trawiono oddzielnie 4 enzymami restrykcyjnymi: Dde1, Kpn1, Tag1 i BamH1.
Wyniki: W badanej grupie zidentyfikowano występowanie 4 alleli genu NAT2. Obecność dwóch zmutowanych alleli identy-
fikowała wolny typ acetylacji, natomiast szybcy acetylatorzy mieli 1 lub 2 allele dzikie (NAT2*4).
Wnioski: Zastosowanie metody genotypowania w określaniu mutacji w NAT2 u człowieka umożliwia szybkie określanie
typu acetylacji w monitorowaniu biodostępności izoniazydu.
Słowa kluczowe: N-acetylotransferaza, izoniazyd, polimorfizm NAT II, leczenie gruźlicy
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Wstęp
Izoniazyd (INH) jest jednym z dwóch najważ-
niejszych leków przeciwgruźliczych. Charakteryzu-
je się silnym działaniem przeciwprątkowym, dobrą
biodostępnością i zdolnością wnikania do komórek
żernych. Izoniazyd jest metabolizowany polimor-
ficznie przez enzym N-acetylotransferazę typu II.
W zależności od szybkości acetylacji INH w popula-
cji ludzkiej wyróżnia się dwie fenotypowo odmien-
ne grupy. Są to szybcy (Sz.A.) i wolni (W.A.) acety-
latorzy, którzy po jednakowej dawce INH osiągają
różne stężenia leku w surowicy i charakteryzują się
różną kinetyką wchłaniania oraz wydalania [2].
N-acetylotransferazę (NAT) zidentyfikowano
początkowo jako enzym biorący udział w metabo-
lizowaniu ksenobiotyków. Obecnie wiadomo, że
odgrywa on istotną rolę w biotransformacji wielu
leków z grupami arylaminowymi i hydrazydowy-
mi, jak również związków kancerogennych. NAT
katalizuje przeniesienie grupy acetylowej z acety-
loCoA na grupę aminową według schematu:
R-NH2 + CH3Co × S-CoAÆR-NH-COOH3 +
+ HS-CoA
Indywidualne różnice w aktywności enzymu
odkryto ponad 40 lat temu podczas badań nad szyb-
kością eliminacji izoniazydu z organizmu człowieka.
U człowieka aktywność acetylotransferaz jest
kontrolowana przez dwa geny: NAT I i NAT II, któ-
re znajdują się na 8. chromosomie i w 87% są ho-
mologiczne. Stwierdzono również istnienie pseu-
dogenu NATP, który zawiera wiele ramek odczytu
i kodonów stop [3].
Do niedawna uważano, że N-acetylotransfera-
za I koduje białko, którego aktywność w komórkach
wielu narządów nie wykazuje zróżnicowania mię-
dzyosobniczego. Zidentyfikowano istnienie 26 al-
leli genu NAT I, jednak tylko w kilku przypadkach
udało się zbadać ich wpływ na fenotyp acetylacji.
Aktywność enzymu kodowanego przez NAT II
wykazuje polimorfizm, który jest wynikiem muta-
cji punktowych. Rezultatem jest białko o zmienio-
nej sekwencji aminokwasów co wpływa na aktyw-
ność enzymu. Mutacje mogą też dotyczyć sekwen-
cji regulacyjnej, powodując zmiany w ekspresji
genu i ilości syntetyzowanego białka.
W pierwszych badaniach molekularnych
stwierdzono, że trzy mutacje determinują polimor-
fizm enzymu NAT II [4]. Obecnie zidentyfikowa-
no 13 substytucji nukleotydowych, z których
9 wpływa na zmianę sekwencji aminokwasów
i tym samym na aktywność N-acetylotransferazy II.
Allele NAT II zawierające mutacje w pozycjach
G191A, T341C, A434C, G590A i G857A wiążą się
z wolnym typem acetylacji, natomiast brak muta-
cji w tych pozycjach determinuje szybki typ ace-
tylacji [3].
Do identyfikacji genotypu acetylacji w oma-
wianej pracy wzięto pod uwagę dziki allel NAT2*4
oraz 3 zmutowane allele: NAT2*5, NAT2*6
i NAT2*7.
Genotypy NAT II określane na podstawie alleli
(brak lub występowanie mutacji) i odpowiadające
im fenotypy acetylacji przedstawiono w tabeli 1.
Celem pracy było:
1. Zastosowanie metody biologii molekularnej
do oznaczania mutacji determinujących poli-
morfizm aktywności enzymu N-acetylotrans-
ferazy II.
2. Porównanie zidentyfikowanych typów acety-
lacji metodą genetyczną i metodą biologiczną
(wskaźniki biodostępności INH).
Na przeprowadzenie badań otrzymano zgodę
Komisji Etycznej IGiChP nr KE-2/2004.
Materiał i metody
Materiałem do badań były próbki krwi pobrane
od 10 zdrowych ochotników. Krew do oznaczenia
Tabela 1. Polimorfizm genu N-acetylotransferazy II
Table 1. Polymorphism N-acetyltransferase II gene
Genotyp Typ acetylacji
Genotype Type of acetylation
NAT2*4/NAT2*4 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*5 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*6 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*7 Szybki
Fast
NAT2*5/NAT2*5 Wolny
Slow
NAT2*5/NAT2*6 Wolny
Slow
NAT2*5/NAT2*7 Wolny
Slow
NAT2*6/NAT2*6 Wolny
Slow
NAT2*6/NAT2*7 Wolny
Slow
NAT2*7/NAT2*7 Wolny
Slow
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stężenia INH pobierano w czasie 0, 1, 2, 3 i 6 go-
dzin od podania leku, do określenia polimorfizmu
NAT II — jednorazowo w ilości 5 ml.
Metodyka oznaczania polimorfizmu
N-acetylotransferazy metodą genetyczną
Od zdrowych ochotników DNA izolowano
z krwi obwodowej przy użyciu kitu Blood DNA Kit
firmy Qiagen. Wyizolowane DNA poddano reak-
cji PCR ze specyficznymi starterami: NAT1:
5’-GCTGGGTCTGGAGCTCCTC-3’; NAT2:5’-TTGG-
GTATACATACACAAGGG-3’. Uzyskane produkty
amplifikacji poddano działaniu restryktaz: BamH1,
Dde1, Kpn1 i Tag1 [5]. Enzymy Kpn1 i Dde1 iden-
tyfikowały allel NAT2*5, Tag1 — allel NAT2*6,
a BamH1 — allel NAT2*7. Uzyskane produkty tra-
wienia rozdzielano 8-procentowym żelem polia-
krylamidowym. Otrzymane prążki wizualizowano
bromkiem etydyny i poddano analizie w progra-
mie LabWorks 4.5.
Określanie typu acetylacji
metodą biologiczną
Stężenie czynnego izoniazydu w surowicy
określano metodą dyfuzji pionowej Schmiedla
w modyfikacji własnej.
Do oznaczeń użyto szczepu Mycobacterium
aurum REB. Ze szczepu wyjściowego przygotowy-
wano mianowaną zawiesinę, którą posiewano na
powierzchnię pożywki. Do probówek wprowadza-
no po 1 ml badanej surowicy. Po 5 dniach inkuba-
cji w temperaturze 37°C mierzono w milimetrach
strefy zahamowania wzrostu i wyliczano stężenie
INH na podstawie sporządzonej prostej wzorcowej.
Zastosowano dwa kryteria rozróżnienia szyb-
kiego i wolnego typu acetylacji: indeks inaktywa-
cji I3 (wartość graniczna — 0,65) i stężenie reszt-
kowe INH w surowicy po 6 godzinach C6 (wartość
graniczna — 0,8 µg/ml) [6].
Wyniki
W badanej grupie 10 zdrowych ochotników
częstość występowania genotypów NAT II określo-
no metodą molekularną (tab. 2).
U czterech osób z allelem warunkującym pro-
ces szybkiej acetylacji zidentyfikowano genotyp
NAT2*4/NAT2*5. Natomiast w grupie 6 wolnych
acetylatorów fenotyp wolnej acetylacji warunkowa-
ły następujące genotypy: NAT2*5/NAT2*6 u 4 osób,
NAT2*6/NAT2*7 u 1 osoby i NAT2*7/NAT2*7
również u 1 osoby. Uzyskane wyniki poddano ana-
lizie łącznie z danymi określającymi typ acetylacji
oznaczony metodą biologiczną. Na rycinach 1–3
przedstawiono wykresy stężeń izoniazydu ozna-
czonych metodą biologiczną oraz zdjęcia przedsta-
wiające analizę restrykcyjną produktów PCR uzy-
skane dla wolnego i szybkiego acetylatora oraz
typu heterozygoty.
Na rycinie 1a przedstawiono przebieg stężeń
INH w mg/ml w surowicy jednego z ochotników
oznaczony metodą biologiczną w przedziale czaso-
wym 0–6 godzin. Wyliczone ze stężeń wskaźniki bio-
dostępności wynosiły I3 = 1,1; C6 = 1,83, wskazując
na wolny typ acetylacji INH. Metodą genetyczną zi-
dentyfikowano mutację w pozycji 857 w obydwu al-
lelach, wykryto homozygotę NAT2*7/NAT2*7, co
również wskazuje na wolny typ acetylacji (ryc. 1b).
Natomiast na rycinie 2a przedstawiono stęże-
nia INH w mg/ml w surowicy jednego z ochotników
oznaczone metodą biologiczną w przedziale cza-
sowym 0–6 godzin. Wskaźniki biodostępności
wyliczone ze stężeń wynosiły I3 = 0,35; C6 = 0, co
wskazuje na szybki typ acetylacji INH. Metodą PCR
zidentyfikowano mutację w pozycji 481 identyfiku-
jącą allel NAT2*5. Nie stwierdzono innych muta-
cji, co wskazuje na szybki typ acetylacji (ryc. 2b).
Stosując biologiczną metodę oznaczania typu
acetylacji, wśród zdrowych ochotników znalazły
się osoby, u których nie udało się precyzyjnie okre-
ślić aktywności N-acetylotransferazy. Wynikało to
z wartości granicznych wskaźników biodostępno-
ści leku I3 i C6. Grupa ta jest nazywana „grupą he-
terozygotyczną”. Zastosowanie metody genetycz-
nej wykrywającej mutacje w genie N-acetylotrans-
ferazy II umożliwiło dokładne określenie typu ace-
tylacji w tej grupie (ryc. 3).
Na rycinie 3a zilustrowano stężenia INH
w mg/ml w surowicy jednego z ochotników ozna-
czone metodą biologiczną w przedziale czasowym
0–6 godzin. Wyliczone ze stężeń wskaźniki biodo-
Tabela 2. Polimorfizm genu N-acetylotransferazy II w ba-
danej grupie
Table 2. Polymorphism N-acetyltransferase II gene in the
study group
Genotypy Ochotnicy
Genotypes Donors
n
Heterozygotyczni szybcy NAT2*4/NAT2*5 4
acetylatorzy
Heterozigotic fast
acetylators
Homozygotyczni NAT2*5/NAT2*6 4
i heterozygotyczni NAT2*6/NAT2*7 1
wolni acetylatorzy NAT2*7/NAT2*7 1
Homozigotic and
heterozigotic
slow acetylators
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stępności wynosiły I3 = 0,53; C6 = 1,47, co uniemoż-
liwiło określenie typu acetylacji INH. Metodą PCR
wykryto mutacje w pozycjach 590, 481 i 803 identy-
fikujące allel NAT2*5 i NAT2*6. Taki układ alleli
wskazuje na wolny typ acetylacji (ryc. 3b).
Omówienie
Aktywność polimorficznego enzymu N-acety-
lotransferazy II wpływa na metabolizm podstawo-
wego leku przeciwprątkowego, szybkość jego eli-
Rycina 1. Typ wolnej acetylacji INH zidentyfikowany metodą biologiczną i genetyczną: A. Stężenie izoniazydu w surowicy zdrowego ochotnika
w czasie 6 godzin; B. Analiza restrykcyjna produktu PCR (ścieżka 1 — wzorzec 25 pz, ścieżka 2 — BamH1, ścieżka 3 — Dde1, ścieżka 4
— wzorzec 50 pz, ścieżka 5 — Kpn1, ścieżka 6 — Tag1)
Figure 1. Identification of INH acetylation type by biological and genetical method for a slow acetylator: A. Concentration of INH in plasma of
healthy donor in 6 hours; B. Restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2 — BamH1, lane 3 — Dde1, lane
4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)
A B
Rycina 2. Typ szybkiej acetylacji INH zidentyfikowany metodą biologiczną i genetyczną: A. stężenie izoniazydu w surowicy zdrowego
ochotnika w czasie 6 godzin; B. analiza restrykcyjna produktu PCR (ścieżka 1 — wzorzec 25 pz, ścieżka 2 — BamH1, ścieżka 3 — Dde1,
ścieżka 4 — wzorzec 50 pz, ścieżka 5 — Kpn1, ścieżka 6 — Tag1)
Figure 2. Identification of INH acetylation type by biological and genetical method for a fast acetylator: A. concentration of INH in plasma of
healthy donor in 6 hours; B. restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2 — BamH1, lane 3 — Dde1, lane
4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)
A B
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minacji z organizmu i — co za tym idzie — możli-
wość wywołania efektów toksycznych. W związ-
ku z tym przynależność do określonego typu ace-
tylacji jest potencjalnym czynnikiem ryzyka wy-
stąpienia uszkodzeń wątroby indukowanych przez
izoniazyd [7].
Czynność acetylacyjna wątroby nie jest zależ-
na od płci i nie zmienia się wraz z wiekiem [8].
Należy wobec tego przyjąć, że typ acetylacji jest
cechą osobniczą i nie znane są, jak dotąd, czynni-
ki wpływające na jego zmianę. Żaden z produktów
biotransformacji INH —  acetyloizoniazyd i kwas
izonikotynowy — nie wykazuje biologicznej ak-
tywności. Biologiczny okres półtrwania INH wy-
nosi 1–3 godziny i również zależy od typu acety-
lacji.
Część INH ulega wydaleniu w postaci biolo-
gicznie czynnej, natomiast reszta — w formie nie-
czynnych, zacetylowanych metabolitów. Więk-
szość INH (75–95%) wydala się w formie zmeta-
bolizowanej wraz z moczem w ciągu 24 godzin [9].
W zależności od typu acetylacji, w formie niezmie-
nionej wydala się od 3 do 30% INH [10]. Wzajem-
ny stosunek tych frakcji zależy również od osob-
niczych zdolności acetylacji. Izoniazyd niewyda-
lony przez nerki ulega częściowemu wydaleniu
z kałem i częściowemu rozkładowi do bliżej nie-
znanych jeszcze metabolitów.
Do rozróżniania typów acetylacji stosuje się
różne kryteria, które wiążą się z zastosowaną me-
todą badania (chemiczną lub biologiczną), wykry-
Rycina 3. Typ acetylacji INH zidentyfikowany metodą biologiczną i genetyczną u heterozygoty (NAT2*5/NAT2*6): A. Stężenie izoniazydu
w surowicy zdrowego ochotnika w czasie 6 godzin; B. Analiza restrykcyjna produktu PCR (ścieżka 1 — wzorzec 25 pz, ścieżka 2 — BamH1,
ścieżka 3 — Dde1, ścieżka 4 — wzorzec 50 pz, ścieżka 5 — Kpn1, ścieżka 6 — Tag1)
Figure 3. Identification of INH acetylation type by biological and genetical method for a heterozygote (NAT2*5/NAT2*6): A. Concentration of
INH in plasma of healthy donor in 6 hours; B. Restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2 — BamH1, lane
3 — Dde1, lane 4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)
waniem INH lub jego metabolitów oraz materiałem
biologicznym, w którym prowadzi się oznaczenia.
Zastosowanie metod biologii molekularnej
umożliwia dokładne określenie typu acetylacji.
Aktywność N-acetylotransferazy II warunkują
kombinacje 29 różnych alleli, zawierających od
jednej do czterech zmian w sekwencji nukleotydo-
wej. Dominujący allel NAT2*4 warunkuje pełną
aktywność enzymu i fenotyp szybkiej acetylacji
(brak mutacji w analizowanych pozycjach w genie
NAT II), pozostałe allele są odpowiedzialne za fe-
notyp wolnej acetylacji [11].
Częstość występowania poszczególnych alle-
li różni się w poszczególnych grupach etnicznych
i geograficznych. W populacji kaukaskiej, w któ-
rej wolni acetylatorzy stanowią około 50%, najczę-
ściej występują allele NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7.
Ludzie fenotypowo określani jako szybcy acetyla-
torzy mają jeden lub dwa allele kodujące enzym
o wysokiej aktywności, natomiast wolni acetyla-
torzy mają dwa allele kodujące białko o obniżonej
aktywności [12].
Różnice w dynamice metabolizowania INH
u wolnych i szybkich acetylatorów determinują stę-
żenie leku i jego metabolitów. U szybkich acetyla-
torów biodostępność leku mierzona Cmax i AUC0-24h
jest dużo mniejsza niż u wolnych acetylatorów,
a przeciwprątkowe stężenie INH utrzymuje się
krótko. U wolnych acetylatorów znacznie częściej
występują objawy niepożądane związane z kumulacją
i toksycznym działaniem leku i jego metabolitów.
A B
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W związku z tym, powinni być oni poddani obser-
wacji, aby złagodzić działania niepożądane lub ich
uniknąć [13, 14].
Oznaczenie stężenia INH w surowicy chorych
leczonych na gruźlicę ma duże znaczenie w mo-
nitorowaniu leczenia gruźlicy i kontrolowaniu
przyjmowania leków przez chorych.
Wnioski
1. Zidentyfikowanie mutacji w genie NAT II
umożliwiało określenie typu acetylacji INH
i było zgodne z typem wyznaczonym na pod-
stawie kryteriów stosowanych w określaniu
biodostępności leku.
2. Zastosowanie metody genotypowania umoż-
liwia jednoznaczne określenie typu acetylacji
u osób z heterozygotycznym typem acetylacji
określonym metodą biologiczną, czego nie
umożliwia metoda biologiczna.
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